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kódujícíkódující
paměťové paměťové 
pozitivnípozitivní
+ DNA vlákno+ DNA vlákno

CTCCTC
GAGGAG

5´5´CGACGATGCTGCGAGGAGCTTCTTTACTAC3´3´
3´3´GCTGCTACGACGCTCCTCGAAGAAATGATG5´5´

antikódujícíantikódující
pracovní pracovní 
negativnínegativní
- DNA vlákno- DNA vlákno



GAGGAG 3´3´GCUGCUACGACGCUCCUCGAAGAAAUGAUG5´5´
mRNAmRNA

antikodonyantikodony
tRNAtRNA

3´3´ 5´…..5´…..CUUCUU5´ 5´ UACUAC3´3´

polypeptidpolypeptid

Met – Glu – Glu – Leu- Thr- AlaMet – Glu – Glu – Leu- Thr- Ala



Je dán úsek paměťového vlákna DNA genu pro lidský Je dán úsek paměťového vlákna DNA genu pro lidský 
inzulín:inzulín:

CTGCTG 3´3´CGCCGCATGATGTGGTGGGCCGCCATGATG5´5´

Odvoďte a zapište:Odvoďte a zapište:

a) komplementární pracovní vlákno DNAa) komplementární pracovní vlákno DNA

b) mRNAb) mRNA

c) kódovaný polypeptid  c) kódovaný polypeptid  



Řešení:Řešení:

GACGAC 5´5´GCGGCGTACTACACCACCCGGCGGTACTAC3´3´
a) a) 

CUGCUG 3´3´CGCCGCAUGAUGUGGUGGGCCGCCAUGAUG5´5´
b) b) 

c) c) 
Met – Ala – Leu – Trp – Met - ArgMet – Ala – Leu – Trp – Met - Arg



a) a) 

3131

AA AA
              AUGAUG

b) b) 

3131

UU UU
                AUGAUG

met 9lys asn glu 9lysmet 9lys asn glu 9lys

(met 9phe tyr val 8phe leu cys 9phe) (met 9phe tyr val 8phe leu cys 9phe) ∞∞



c) c) 

3131

CC CC
                AUGAUG

d) d) 

3131

GG GG
                AUGAUG

(met 9pro his ala 9pro cys 9 pro) (met 9pro his ala 9pro cys 9 pro) ∞∞

(met 9gly asp 10gly trp 9gly) (met 9gly asp 10gly trp 9gly) ∞∞



RESTRIKČNÍ ENDONUKLEÁZYRESTRIKČNÍ ENDONUKLEÁZY

ECo RI – Escherichia coli – restriktáza IECo RI – Escherichia coli – restriktáza I

Taq I – Taq I – 5´5´T C G AT C G A3´3´    …… 5´5´A C G G T  C G A A T TA C G G T  C G A A T T3´3´

Taq I –      Taq I –      5´5´T C G AT C G A3´3´    … … 5´5´A C G G T C G A A T TA C G G T C G A A T T3´3´

    3´3´A G C TA G C T5´5´    …… 3´3´T G C C A G C T T A AT G C C A G C T T A A5´5´

Hae II –      Hae II –      5´5´G G   C CG G   C C  3´3´

C C   G G C C   G G 

Bam HI – G Bam HI – G || G A T C C G A T C C



Identifikace restrikčních místIdentifikace restrikčních míst
Úkol č. 1, str. 71 Úkol č. 1, str. 71 

C / CGCC / CGC  Msp IMsp I  

/ GTAC/ GTAC  Sau 3ASau 3A  

AG / CTAG / CT  Alu IAlu I  

restrikrestrikčční místoní místo  

55´́G.G.G.C.G.T.A.C.A.T.A.G.C.T.A.A.T.G.G.C.A.A.G.C.T.A.T.G.G.T.G.G.G.C.G.T.A.C.A.T.A.G.C.T.A.A.T.G.G.C.A.A.G.C.T.A.T.G.G.T.33´́

Najděte restrikční místa pro nabídnuté enzymy na uvedeném vlákně:Najděte restrikční místa pro nabídnuté enzymy na uvedeném vlákně:



Identifikace restrikčních místIdentifikace restrikčních míst
Úkol č. 1, str. 71 Úkol č. 1, str. 71 

C / CGCC / CGC  Msp IMsp I  

/ GTAC/ GTAC  Sau 3ASau 3A  

AG / CTAG / CT  Alu IAlu I  

restrikrestrikčční místoní místo  

55´́G.G.G.C.G.T.A.C.A.T.A.G.C.T.A.A.T.G.G.C.A.A.G.C.T.A.T.G.G.T.G.G.G.C.G.T.A.C.A.T.A.G.C.T.A.A.T.G.G.C.A.A.G.C.T.A.T.G.G.T.33´́

Najděte restrikční místa pro nabídnuté enzymy na uvedeném vlákně:Najděte restrikční místa pro nabídnuté enzymy na uvedeném vlákně:

2x2x

1x1x
0



Identifikace restrikčních místIdentifikace restrikčních míst
Úkol č. 2, str. 71 Úkol č. 2, str. 71 

Kterou z nabízených restriktáz můžete použít :Kterou z nabízených restriktáz můžete použít :
a) pro linearizaci dané cirkulární strukturya) pro linearizaci dané cirkulární struktury
b) pro vyštěpení takového úseku, aby obsahoval poly-A sekvenci.b) pro vyštěpení takového úseku, aby obsahoval poly-A sekvenci.

G / GATCCG / GATCC  Bam HIBam HI  
CGAT / CGCGAT / CG  Pvu IPvu I  

T / CGAT / CGA  Taq ITaq I  
restrikrestrikčční místoní místo  

      AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA CC      

   TT                                                                         TT   

CC                                                                               GG
   GG                                                                         TT   

      AA TT TT GG GG AA TT CC CC GG GG CC TT AA GG GG CC TT AA TT CC GG AA GG      



Identifikace restrikčních místIdentifikace restrikčních míst
Úkol č. 2, str. 71 Úkol č. 2, str. 71 

Kterou z nabízených restriktáz můžete použít :Kterou z nabízených restriktáz můžete použít :
a) pro linearizaci dané cirkulární strukturya) pro linearizaci dané cirkulární struktury
b) pro vyštěpení takového úseku, aby obsahoval poly-A sekvenci.b) pro vyštěpení takového úseku, aby obsahoval poly-A sekvenci.

G / GATCCG / GATCC  Bam HIBam HI  
CGAT / CGCGAT / CG  Pvu IPvu I  

T / CGAT / CGA  Taq ITaq I  
restrikrestrikčční místoní místo  

      AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA CC      

   TT                                                                         TT   

CC                                                                               GG
   GG                                                                         TT   

      AA TT TT GG GG AA TT CC CC GG GG CC TT AA GG GG CC TT AA TT CC GG AA GG      

2 místa - vyštěpení2 místa - vyštěpení

1 místo - linearizace1 místo - linearizace



Analýza Southernova blotu. Popis metody (schéma)Analýza Southernova blotu. Popis metody (schéma)

Izolace DNAIzolace DNA

DNADNAKvantitaKvantita KvalitaKvalita

Štěpení (restrikce)Štěpení (restrikce) Restrikční Restrikční 
endonukleázyendonukleázy

ElektroforézaElektroforéza

BlotingBloting

HybridizaceHybridizace

AutoradiografieAutoradiografie

Značená sondaZnačená sonda

OdečítáníOdečítání



Analýza Southernova blotu. Popis hybridizaceAnalýza Southernova blotu. Popis hybridizace

DNADNA SondaSonda

ZahřátíZahřátí
(denaturace)(denaturace)

OchlazeníOchlazení
(renaturace)(renaturace)



Analýza Southernova blotu. 
Popis metody



Úkol č. 4, str. 74     Úkol č. 4, str. 74     Gen GGen G  

1 kb1 kb

5´5´ 3´3´

Taq ITaq I

EcoR IEcoR I

*

sondasonda:: cDNAcDNA genomovágenomová

Výsledky:Výsledky:
a)a)      na 4 nebo 5 fragmentů:na 4 nebo 5 fragmentů:

3kb,  8kb,  6kb/2kb+4kb,  7kb3kb,  8kb,  6kb/2kb+4kb,  7kb

b)  b)  3 fragmenty: 3kb,  8kb,  7kb3 fragmenty: 3kb,  8kb,  7kb

c) nec) ne

d) d) anoano
          4kb (alela +)   6kb (alela -)4kb (alela +)   6kb (alela -)



Mimogenová sondaMimogenová sonda
EE11 EE11 EE11EE11 EE11 EE11 EE11

EE22EE22 EE22 EE22EE22 EE22

2 cM2 cM

MM
sledovaný gensledovaný gen sondasonda

EE22

restrikční fragmenty restrikční fragmenty 
detekované sondou:detekované sondou:
                                   ((EE11))  

                                ((EE2 2 ))
  

                                ((EE2 2 ))
EE11 EE11 EE11EE11 EE11 EE11 EE11

EE22EE22 EE22 EE22EE22

2 cM2 cM

PP
sledovaný gensledovaný gen sondasonda

EE22

EE1 1 – restrikční endonukleáza 1– restrikční endonukleáza 1
EE22 – restrikční endonukleáza 2 – restrikční endonukleáza 2
M – fragment maternálního chromosomuM – fragment maternálního chromosomu
P – fragment paternálního chromosomuP – fragment paternálního chromosomu
↓↓  - místa štěpení restriktázami (cílové sekvence)- místa štěpení restriktázami (cílové sekvence)
2cM – vzdálenost sledovaným genem a místem, kde hybridizuje sonda, 2cM – vzdálenost sledovaným genem a místem, kde hybridizuje sonda, 
resp. místem restrikceresp. místem restrikce



11

Rodina je tzv. neinformativní. Rodina je tzv. neinformativní. 
Všichni jsou homozygoti v Všichni jsou homozygoti v 
délce restrikdélce restrikččních fragmentů. ních fragmentů. 
(Rodi(Rodičče heterozygoti ve e heterozygoti ve 
sledovaném genu). Nevíme sledovaném genu). Nevíme 
vvššak, který fragment 1 pak, který fragment 1 přředali, edali, 
zda s mutovanou nebo zda s mutovanou nebo 
zdravou alelou.zdravou alelou.

11
22

Rodina je opRodina je opěět t 
neinformativní, protoneinformativní, protožže e 
nelze rozhodnout, se nelze rozhodnout, se 
kterým fragmentem je kterým fragmentem je 
ve vazbve vazběě mutovaná  mutovaná 
alela u otce a matkyalela u otce a matky..



11
22

Z otcovy strany fragment 2 ve vazbZ otcovy strany fragment 2 ve vazběě  
s mutovanou alelou, protos mutovanou alelou, protožže e 
postipostižžený syn má fragment 2 od ený syn má fragment 2 od 
otce. Matka je totiotce. Matka je totižž homozygot (1,1) a  homozygot (1,1) a 
tudítudížž p přředává potomkedává potomkůům pouze m pouze 
fragmenty 1. Nelze ale rozhodnout, fragmenty 1. Nelze ale rozhodnout, 
zda druhému dítzda druhému dítěěti pti přředala fragment edala fragment 
se zdravou nebo mutovanou alelou. se zdravou nebo mutovanou alelou. 
Druhé dítDruhé dítěě bude bu bude buďď v 50%  v 50% 
postipostižženo nebo v 50% peno nebo v 50% přřenašeenašečč..

Zde nebude analýza Zde nebude analýza 
úspúspěěšná, chybí-li DNA šná, chybí-li DNA 
zemzemřřelého syna. Riziko elého syna. Riziko 
25%. Rodi25%. Rodičče jsou e jsou 
heterozygoti – mheterozygoti – měěli li 
postipostižžené dítené dítěě AR  AR 
chorobouchorobou  



11
22

PostiPostižžený syn je homozygot ený syn je homozygot 
v délce restrikčních v délce restrikčních 
fragmentů (1,1). Z toho plyne, fragmentů (1,1). Z toho plyne, 
žže fragmenty 1 jsou u obou e fragmenty 1 jsou u obou 
rodirodiččů ve vazbů ve vazběě s mutovanou  s mutovanou 
alelou. Jestlialelou. Jestližže druhé díte druhé dítěě je  je 
homozygot (2,2), znamená to, homozygot (2,2), znamená to, 
žže bude zdravý homozygot ve e bude zdravý homozygot ve 
sledovaném genu.sledovaném genu.

11
22

Otec (1,1), matka (1,2), postiOtec (1,1), matka (1,2), postižžený syn ený syn 
(1,2) musí mít fragment 1 od otce a (1,2) musí mít fragment 1 od otce a 
od matky fragment 2, který je ve od matky fragment 2, který je ve 
vazbvazběě s mutovanou alelou. Druhé dít s mutovanou alelou. Druhé dítěě  
(1,1) má od matky fragment 1, který (1,1) má od matky fragment 1, který 
nese zdravou alelu a od otce také nese zdravou alelu a od otce také 
fragment 1, ale nevíme, zda s fragment 1, ale nevíme, zda s 
mutovanou nebo zdravou alelou. mutovanou nebo zdravou alelou. 
Prognóza: 50% heterozygot, 50% Prognóza: 50% heterozygot, 50% 
zdravý homozygot ve sledovaném zdravý homozygot ve sledovaném 
genu - fenotypovgenu - fenotypověě zdravé zdravé..



Jsou jedinci II/2 a II/3 heterozygoti pro mutovanou alelu Jsou jedinci II/2 a II/3 heterozygoti pro mutovanou alelu 
sledovaného AR onemocnění? (vazba úplná)sledovaného AR onemocnění? (vazba úplná)

11
22

II

IIII

1

1

2

2 3

aaaa AAAA
aa aa

AA AA

Úkol č. 1a, str. 80Úkol č. 1a, str. 80



Jsou jedinci II/2 a II/3 heterozygoti pro mutovanou alelu Jsou jedinci II/2 a II/3 heterozygoti pro mutovanou alelu 
sledovaného AR onemocnění? (vazba úplná)sledovaného AR onemocnění? (vazba úplná)

11
22

II

IIII

1

1

2

2 3

aaaa AAAA
aa

aa
aa

AAAAAA

II/2  ne II/2  ne 

II/3 anoII/3 ano

Úkol č. 1a, str. 80Úkol č. 1a, str. 80



Úkol č. 1b, str. 81Úkol č. 1b, str. 81

11
22

II

IIII

11

11

22

22 33

Jsou jedinci II/2 a II/3 heterozygoti pro mutovanou Jsou jedinci II/2 a II/3 heterozygoti pro mutovanou 
alelu sledovaného AR onemocnění? (vazba úplná)alelu sledovaného AR onemocnění? (vazba úplná)

II/2  AA nebo Aa II/2  AA nebo Aa 

II/3  AA nebo AaII/3  AA nebo Aa

VyšetVyšetřření je neúspení je neúspěěšné (neinformativní z hlediska uršné (neinformativní z hlediska urččení ení 
heterozygocie jedinců II/2 a II/3).heterozygocie jedinců II/2 a II/3).

AaAa
AaAa

aa
aa



Úkol č. 1c, str. 81Úkol č. 1c, str. 81

11
22

II

IIII

11 2

332211

Je dcera II/3 pJe dcera II/3 přřenašeenašeččkou (heterozygot) pro mutovanou alelu kou (heterozygot) pro mutovanou alelu 
sledovaného GR onemocnsledovaného GR onemocněění? (vazba úplná)ní? (vazba úplná)

XX++YY XX++XXhh

XXhhYY XX++YY

XXhh
XXhh

XXhh

XX++XX++ XX++ XX++

II/3 anoII/3 ano



11
22

II

IIII

1 2

321

Úkol č. 1d, str. 81Úkol č. 1d, str. 81

Je dcera II/3 pJe dcera II/3 přřenašeenašeččkou (heterozygot) pro mutovanou alelu kou (heterozygot) pro mutovanou alelu 
sledovaného GR onemocnsledovaného GR onemocněění? (vazba úplná)ní? (vazba úplná)

II/3 II/3 nene

XXhh XXhhXX++

XX++ XX++
XX++

XX++


